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(57) Abstract 

Kit for the detection of a nucleotide sequence 
of interest *»»wpg»«jng at least one nucleotide probe 
matted with a tracer. The kit contains, in suitable 
containers, a reagent essentially comprising a linear 
backbone copolymer having lateral snbstituenis, whose 
chain consists of a first type of repetitive unit and at 
least one other type of repetitive unit, in which at least 
one part of the units of the first type have a lateral 
substitnent comprising a nucleotide unit; such a lateral 
substitnent not being present on the other types of 
units. Each of said nucleotide units, all of which are 
laeuDcal, compose at least one nucleotide sequence 
capable of hybridizing with said se q ue n ce of interest 
and nucleotide sequence capable of hybridizing with 
said probe, the reagent containing on average more than 
two of said nucleotide units, in molar equivalents, per 
mole of polymer. Such a reagent enables signal amplification to be obtained, and therefore lowers the sensitivity threshold. Application, in 
particular, in the production of tests for the detection of pathogenic organisms, or in the diagnosis of genetic dis ea s es . 
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Rfiactif efc BtBBgft Ifl d^nfcian d'une s&mence 

La prfiscntc invention a poor objet un ifactif et procfdf pour la detection (Tone 
sequence nnclfotidiqne dans un A»hantnifm 

n est souvent nfec ssai re, dans les technologies relatives aux acides nuclfiques et an 
tnatfriel gfnftique, de dftenniner si un gine, tine partie de gfcne on one sfquence nuclfotidsque 
est pifsente chez un organisme vivant, un extrait cdlulaire de cet arganisme ou un fchan tillon 
biologique. Puisque n'importe qucLgine ou partie de gfcne est, en thforie, une sequence 
spfcifique de bases nuclfotidiques fonnant tout ou partie (Tune molfcule nuclfotidique, il est 
possible de xechercher directement la prfsence d'une sequence nuclfotidique spfcifique au sein 
d*un fchantillon. 

Llntfret de la recherche de sfquences nucl6otidiques sp6cifiques est immense pour 
la df tection d'arganismes pathogfcnes, la df termination de la presence tfallfcles, la df tection de la 
presence de lfsions dans un gfnome hote et la df tection de la prfsence d'un ARNm parriculicr ou 
de la modification d\in hdte cdlulaire, pour donner quelques exemples illustratifs. Les m»i«rfi*y 
gfnftiques telles que la maladie de Huntington, la myopathic de Duchenne, la phf nylcf tonurie et 
la bfta-thalassf mie peuvent etre diagnostiqufes par le biais de r analyse de 1'ADN des individns. 
De plus, le diagnostic ou Tidentification des virus, vixoTdes, bactfries, champignons, parasites 
peut etre rfalisf par des experiences dliybridation avec des sondes nuclfiques. 

Diffcrents types de m6thodes de d6tection des acides nuclfiques sont dfcrits dans la 
littcrature. Ces -mfthodes reposent sur les proprif tfs d'appariement purine-pyrimidine des hrin s 
complf mentaixes d'acides nuclfiques dans les duplex ADN-ADN, ADN-ARN et ARN-ARN. Ce 
processus d'appariement s'effectue par 1'f tablissement de liaisons hydrogine entre les bases 
adenosine-thymine (A-T) et guanosine-cytosine (G-Q de l'ADN double brin. Des paires de 
bases adfnosine-uracile (A-U) peuvent f galement se former par liaisons hydrogfcne dans les 
duplex ADN-ARN ou ARN-ARN. L'appariement de brins d'acides nuclfiques pour la 
determination de la presence ou de 1'absence d'une molfcule (facide nuclf ique donnfe est 
communf ment appelfe par "hybridation d'acides nuclfiques" ou simplement "hybridation". 

Sur la base des propriftfs des acides nuclfiques, des techniques ont f tf df veloppfes 
pennettant de mettre en f vidence et de quantifier, dans un fchantillon h analyser, un adde 
nuclfique appelf cible. Ces techniques peuvent etre dhrisfes en deux grands groupes : les 
techniques dites de df tection directe telles que celles df veloppfes par SOUTHERN. E* M. (L 
Mol. BioL, 98, 503, (1975)) et la technique dite "Dot-blot" (MANIATTS et al., Molecular 
Cloning, Cold Spring Harbor, (1982)) pour la df tection d'ADN ou la technique NORTHERN 
pour la df tection d'ARN et les techniques dites indircctes telles que la technique sandwich ou 
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"Reverse Dot" (voir par excmple DUNN AJt et HASSEL LA, Cell, 12, 23 (1977)) ; RANK! M. 
ct aL, Gene, 21, 77 (1983) ; PALVA A. et aL, FEMS MicrobioL Lett. 23. 83 (1984) ; POLSKY- 
CYNKI R. et aL. On. Cfaem., 31, 1438 (1985) ; Safld RJC et al Proc Nad. Acad. ScLUSA, vol 
86.6230-6234(1989)). 

Une des principalcs difficultes rencontrees lots de la mise an point d'un test pour 
d£tecter one sequence nucleotidique cible cfintdret est le seufl de sensibOitf des metfaodes 
dliybridadon. En consequence, di verses methodes ont 6t£ decrites afin d'accroitre la puissance 
de defection de ces techniques dliybridadon. Ces methodes dues "d'amplification" peuvent 
intervenir a ciiffereats stades d'un procedf de detection par sondes nucldiques. Ces stades 
peuvent etre classes en deux categories : 1'amplification de cible ou de signaL Les articles de 
Lewis (1992. Genetic Engineering News. 12, 1-9) dune part, et d'Abramson et Myers (1993. 
Curr. Opin. BiotedmoL. 4. 41-47), d'autre part, constituent de bonnes revues generates de 
1'amplification de cible. 

L'inconvenient majeur de ces techniques reside dans la difficult** a quantifier la cible 
nucteique d'interet spits l'6tape d'amplification. 

D'autres approches concernant l'amplification de signal ont 6te" decrites. 
Palva AM et aL dans le brevet US 4 731 325 et Urdea MS. et al. dans le brevet 
EP 0 225 807. multipltent les sondes de detection ponvant s'hybrider sur la cible. Dans beaucoup 
de cas (necessite* de diffdrencicr des especes proches en bacteriologie ou mise en evidence de 
maladies genetiques), il n'est pas possible tfutiliser cette technique car une seute sequence 
specifique sur la cible est utilisable pour hybrider une sonde de detection. 

Un certain nombre de techniques decrites consiste a augmenter le nombre des 
traceurs, e'est a..dire de molecules capables de gtfnerer un signal, directement ou mdirectement. 
sur la sonde de detection. Le traceur pent notamroem etre une biotine, un fluorophore. une 
enqrme ou un groupement radioactif. La sonde de detection est greffee a un polymere, qui peut 
8tre de nature nucleotidique, sur lequel sont fixes, le plus souvent par covalence, un nombre de 
traceurs superieur a deux (voir Ward D.C et al. US 4 687.732, Bahl C et aL EP 0 373 956, 
YlikosJri J. et aL WO 88/02784, Kwiatkowski M et al. WO 90/00622, Segev D. et aL 
EP 0 292 128, Haralambidis J. et aL WO 89/03849, Rabbani E. et aL EP 0 173 339). 

L'un des inconv6nients de ces techniques reside dans la ndcessite de realiser 
un couplage contrdle entre la sonde et le nombre de traceurs. Ce double couplage n'est pas ais<5 a 
maitriser pour avoir un maximum de traceurs pour une sonde de detection. Des systemes ou le 
traceur est incorpore de maniere contrdlee, par exemple au cours de la synthese automatique 
d'oligodesoxyribonuclebtides, ont 6t6 decrits (Pieles U. et aL, Nucleic Acids Research, 18, 4355- 
4360 (1990) ou Misiura K. ct al.. Nucleic Acids Research, 18, 4345-4354 (1990)). Mais dans ce 
cas, le nombre de traceurs incorpores est faible du fait des limitations de la synthese sur support 
solide. De plus, lorsque le nombre de traceurs augmente. la sonde de detection est facilement 
masquee par les traceurs et le rendement d'hybridation avec la cible chute. 
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Ces mimes inconvements se retrouvent dans le systeme decrir par Schneider RJ. ct 
aL. dans le brevet US 4 882 269. Une sonde dite primaire de nature nucleotidique comportant une 
q»eue de type polymere quelconque sHybride sur la dole. Cette queue peut porter un traceur 
revelable par une sonde secondaire adaptee. Dans le cas ou la queue est de nature nucleotidique, 
la sonde secondaire est de nature nucleotidique et peut sTiybrider avec la queue. Pour que le 
systeme fonctionne, U taut une queue nucleotidique de grande taflle de sequence differente de la 
sonde primaire et fl faut multiplier les sondes secondares marquees. Ced est realist en pratique 
par des techniques de biologie molecnlaire ou la sonde primaire est donee dans un phage tel que 
3 et lcs 500609 secondares sont complementaires de dtfferentes sequences du phage. 

Un autre systeme proche est decrit par ChisweU DJ. dans le brevet EPO 153 873. 
Chiswell presente un essai oh une parte (Tune sonde nuddique dite primaire sTiybride avec la 
able. Cette sonde primaire comprend une deuxieme parte sur laquehe peut sTiybrider une 
deuxieme sonde mdtimarquee dite secondaire. Dans la realisation pratique, ces sondes primaires 
sont fabnqudes par des techniques de biologie molecnlaire comme le clonage (par exemple 
donage d'une sequence specifique de la able dans un fragment M13) qui sont pen adaptees a des 
processus de fabrication a grande echelle. 

Collins ML (EP 0204510) decrit un procetid dans lequel la dble nucWique est 
nuse en contact avec une premiere sonde appdee sonde receptrice, une deuxieme sonde appdee 
sonde amplificamce et une trrisieme sonde, appdee sonde marquee, capable de sTiybrider avec 
la deuxieme sonde amplificamce. La sonde receptrice qui sTiybride avec la cible possede une 
queue nucleotidique homopolymerique (par exemple polyA). La sonde amplificamce contient 
une sequence compl«memaire de la queue (par exemple polyT). La sonde de marquage contient 
une sequence nucleotidique capable de sTiybrider avec la sonde ampHficatrice (par exemple 
polyA marquee). Cette combinaison de sondes consume un empilement conduisant a une 
amplification de signal 

EPO 450 594° ""^ ^ dC,npile,ncm CSt ,S e alcmcnt d& rit par Segev D. dans le brevet 

Dans ces deux cas, les empilements qui se produisent dans le milieu d'hybridation ne 
sont pas control* et conduisent a^une mauvaise reproductibiKtd et done a des problemes de 
quantification. De plus la multiplication dVStapes successive* d'hybridation genere des pertes qui 
entrainent un gain mediocre en amplification de signd. 

On a mamtenant trouvd un reactif pour la detection, y compris la detection 
quanmauve (dosage) tTune sequence nucleotidique tf interet dans un echmtillon susceptible de la 
contemr diminam les ^convenient* precitds et permettant de contreler efficacement et 
quanmativement 1'amplification du signal. 

L'invention a pour objet un necessairc pour la detection d'une sequence dune 
sequence nucleotidique dmteret, avec amplification de signd. comprenant au moins une sonde 
nucleotidique marquee avec un traceur. caractensf par le fait qu'il contient, dans des conteneurs 
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appropiMs, un reactif comprenant essentiellement on copolymere a squelette lindane partant des 
substituants lateraux, dont la chatae est constitute par on premier type de mod* lepetitifs et par 
an moins un autre type de motifs repetitifs, dans lequel au moins une partie des motifs du 
premier type portent un substituant lateral comprenant une unite" nucleotidique. un tel substituant 
lateral etant absent sur les autrcs types de motifs, chacune desdites unites nucleotidiques, tomes 
identiques, comprenant, au moins, une sequence nucleotidique capable d'hybridation avee ladite 
sequence d"interSt et une sequence nucleotidique capable d'hybridation avec ladite sonde, 

ledit reactif contenant en moyenne plus de deux desdites unites nucleotidiques, en 
equivalents molaires. par mole depolymere. 

La sequence d'interct est notamment une sequence nucleotidique simple brin, 
cvcntuellement obtenue par ddnaturarion prealable d'un hybride (ADN-ADN, ADN-ARN ou 
ARN-ARN) selon les techniques dassiques (physiques, cbiiniques ou enzymariques). Le 
systeme ^amplification de signal de Invention pent egalement servir a la detection d«une 
sequence double brin, en operant selon la technique de la triple heTice a laquelle il pent 
s appliquer. 

la copolymere du reactif de 1 'invention a un squelette 
liaeaixe essentiellement carbone. Jfcrtremant dit, la cbalne polymere est 
fcrmee essentieUement d'une suite de liaisons oovalentes carbone-carbone. 
les unxtes nucleotidiques sunt presentes sous forme de substituants lateraux 
Hes a* squelette polymers, directement ou iixiirectement, par des liaisons 
oovalentes. Le squelette polymere pent porter eventueUement d'autres 
substituants lateraux presents sur un nnoomere de depart, y conpris des 
substituants lateraux susceptibles d'etre impliques dans la liaison avec 
1 unxtfi nucleotidique mais n'ayant pas reagi avec le precurseur de celle-ci. 
Ifi copolymere est en parti oilier un bipolymere. 

Les motifs du copolymere qui ne sont pas impliques dans l'dtablissement d*une 
liaison avec funitf nucleotidique servent notamment a espacer, dans le copolymere, les motifs 
portant les unites nucleotidiques, et peuvent aussi servir a moduler, de facon connue, les 
propridtes du copolymere, par exemple les propria t6s de solubility. 

Selon un premier mode de realisation, le reactif utilise selon l'invention est 
caracterisd par le fait que, dans une meme unite nucleotidique, lesdites sequences capables 
d'hybridation sont distinctes et non chevauchantes, et que ladite sequence nucleotidique capable 
d'hybridation avec la sonde est alors une sequence choisie arbitrairemenL 

Dans un systeme utilisant un tel reactif. la sonde marquee peut etre utitisee comme 
sonde de detection universelle. En outre, un tel systeme convient plus particulierement bien pour 
effectuer la detection en une seule etape, notamment sans lavage(s) intermetiiaiie(s). 

Dans un autre mode de realisation, le reactif utilise selon l'invention est caractense 
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par le fait que dans une . mero unite nudeotidique. rune desfites sequences capables 
tfbylmdation est incluse dans Faun*. Aunement dir. l'une desdites sequences est constitute par 
flne pane de l'autre sequence, ou Hen. a la limite, les deux sequences sont conf endues (eUes 
som identiques) et. en fait, tfen font qtfune. dans l'unit* nucleotkfique. Dans ce mode de 
leaBsation, la sonde marquee doit evidemment fitre adaptee a la able (sequence dlnteret) : ou 
bica la somte est identique i la sequenced^ 
sliybrider avec la sequence complementaire de la sequence d*inter€L 

# G&eralement, -una • moldcule du reactif u tilise salon 

1 'invention contient en moyenne de 3 a 100 et en particulier; de 5 a 50 
unites nucleotidiquea telles que definies ci-dessus. 

Le teactif utilise- scion l'invention peat etre consider Onddpendamment de son 
ptoceoe reel cTobtention) comme on conjugue dans lequel les unites nucleotidiques sont couplees 
a un copolymere de base. Pour cette raison. on designe parfois ce reactif, dans ce qui suit, 
comme un "conjugud de detection". 

Le copolymere qui est i la base du reactif selon Invention n'est pas necessairement 
soluble dans les milieux aqueux (toujours utilises en pratique dans les techniques de detection de 
ciMes nuclelques). mais le conjugue de detection doit l'etre. 

Ce copolymere est de preference un copolymere ayant une masse molaire comprise 
entre 5000 et 400000. par exemple entre 10000 et 150000. 

les unites nucleotidiques presences dans le reactif 
d'anplification de l'invention sont generalement des oligomicleotides ayant 
une longueur de 5 a 100 nucleotides et de preference de 10 a 40. En general, 
le reactif de l'invention crmtient, en equivalents nnlaires, de 3 a 100 
unitds nucleotidiques par mole de cor*lymare, de preference de 5 a 50, par 
esauple de 10 a 30. 

Selon des nodes de realisation particuliers de l'invention, 
pris isolement ou eventuellement en combinaison : 

- le copolymere est un bipolynere ; 

- ledit copolymere a un squelette lineaire essentiellement 
carbons* ; 

- lesdits motifs repetitifs provierment de la copolymerisatinn 
d'un premier mou-maie insature avec au mains un autre 
xnenomere insaturg ; 

~ ledit premier manomere insature porta une fbnetion reactive 
capable de reagir (avec etablissement d'une liaison 
covaleute), soit directement, soit par l'intermediaixe d'un 
agent de couplage bifonctioimel, avec un precurseur de 
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ladite unite nucledtidique pour former ledit substituant 
lateral ; la fonction reactive peut etre protegee, de xagon 
j oannue, pendant la oopolyaaxisation, puis deprotegee pour la 
reaction avec le p" 5 «" , »»TTf«*rr • 

- ladite fonction reactive est ctoisie parnd les fcmctions 
amine, imide, aldehyde,, epory, thiol> halog&oalXyle 

ou acide carbo^ligue,: l'acida carbcoEylique etant 
ev entuelle ment active* sous forma d'halcgenure 
d'acdde, sous forme d'anhydride ou sous forma d'ester. 

- ledit premier mancmere est un derive d'acdde carhaaylique 
insaturd ; notannent 1/ acide acrylique, ne^acrylique ou 
malaique ; le derivd est un anhydride," halogenure d' acide 
ou ester ; 

- ledit autre moncraere est choisi parmi la N-vinyl 
pyrrolidone, le inethylvinyl^ther, l'dthylene, le 

. propylene et le styrene. 

te oouplage d 'unites nucledtidiques avec un copolymere peut 
etre effectud selon les metbodes dites directes ou indirectes qui sont faien 



Bar example, dans le cas d'une mebhode directe, on synthetise 
un derive oligonucledtidique (precurseur de l'unitd nucledtidique), ayant 
une fcnction reactive a un endroit gueloongue de la chalne rn^leotidique, 
comae par exemple a l'eafcremite 5' ou a l'ertremitd 3', ou sur une base 
nucledtidique ou sur un phosphate intermicdeotidigjie, ou encore sur la 
positfon 2' du sucre nucledtidique. Le derive oligonucleotidique est ensuite 
coupld a un copolymere prepare au prealable et ccnportant une fonction 
reactive complementaire de celle du derive oligonucleotidique, c'est-a-dire 
telle que la reaction des deux fanctions reactives entre elles pemet 
l'dtablissement d'une liaison covalente entre 1 'oligonucleotide et le 
copolymere. A titre d'esemples de couples de frm~*4~*, reactives, on peut 
coupler des amines primaires avec un acide carboxylique activd (par exenple 
sous forme d'anhydride ou d'ester de N-hydrcay succdiiimide) ou un aldehyde, 
ou bien une fhn ctin n thiol avec un halogenoalkyle. 

Dans la roethode de couplage indirecte, le polynucleotide et le copolymere sont 
chacun portents d'une fonction reactive, ces fonctions reactives pouvant etre identiques ou 
differentes Tune de l'autre. ces deux fonctions n'dtant pas com P 16mentaires. mais etant capables 
de reagir avec un agent interm&fiaire de couplage qui est un reactif bifonctionnel 
Chomobifonctionnel si les deux fonctions sont identiques ou h6terobifonctionnel si les deux 
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fcmctioni sont dififtentes). Panni les agents de couphge homobifonctionnels, on peat titer le 
DITC (phenylene- 1 ,4-diisoihiocyanate), le DSS (dincdnimidylsnbdrate) ou analogues lorsque 
les deux fonctions ieactives sont des fonctions amines primaires. Panni les agents de conplage 
h£t£robifonctionnels, on pent citer le SMCC (sucdninridyl-4-<N-nial6imidom6thyl)cyclohcxanc- 
1-carboxylate) lorsque les deux fonctions ieactives pnSsentent chacune indepe ndananen t de 
l'antre une function amine primaire et une fonction thiol, le SMPB (siiccmmtidyl^(p-inaleinudo 
phenyl) buryrate) on analogues. 

Apies le conplage de l'oligonuclebtide svec le copolymere, l'exces tfventuel de 
fonctions ieactives dn copolymere est neutralist de fecon connue en soL Par exemple, les 
groupements aldehyde en execs peuvent ctre neutralises par une amine primaire telle que 
I'tfthanolaminc, les groupements malfimide peuvent ctre neutralises par un thiol (tel que la 
thioewanolamine ou le dithfothieitol), etc. 

Oa ut ilise en particulier des copolymeres a ba se de 
Ifr-vinylpyrrolidone (en abrege NVP) ou d'anhydride maleique. 

La copolymere a base de NVP, de preference un bipolymere, 
piovient de la oapolym6r±safcion d'un mononere de N-vinylpyrrolixtone et d'un 
deuxieme nraomere qui est un cenpose insature copolyn^risahle avec la NVP. 
la deuxieme imnm#B est notamnent porteur d'une -fi^fj^n reactive pour 
pennettre l'etablissement d'un oouplage covalent entre les unites 
Qlig=nuclebtidiques et le copolymere. Bar exsnple, le deuxieme mancmere pent 
porter une fon c tion reactive telle que aldenyde, epoxy, halcgenoalxyle, 
amine primaire, thiol, mal6iraide ou ester (de preference une fonction ester 
N-byUiuKysi irriniiirirl e) ou une fnnrrion activable telle qu'une fonction 
carboxyle (activable notanment par formation d'un ester 
d'bydraxysi irriniinidp ) ou telle qu'une fonction hydroxyle (activable 
notamnent par le bromure de cyanogene). En particulier, les deux nananeres 
sent la N-vinylpyrrolidone et le N-acrylaxysucc±ninude (on obtient des 
copolymeres appeles NVPNAS) . Le copolymere cenprend notamnent de 25 & 70 %, 
en motifs, de motifs derives de la N^vinylpyrrolidone, les autres derivant 
de l'acide acrylique. ^ 

Le copolymere a base d'anhydride maleaque, de preference un 
bipolymere, provient de la ccpolymerisation d'un noncmere d'anhydride 
maleique et d'au mains un deuxieme mooxmere, notamment un ncnomere insature, 
ccpolymerisable avec 1' anhydride maleique. Le deuxieme m aocmere est 
approprd£ pour pennettre un cenportanent efficace du canjugue 
olixpnucl#otides-oopolyjnere en solution, ce deuxieme mancmere ne presentant 
pas de fonction susceptible de reagir avec une unite oUganucleotidique . Le 
oouplage covalent entre 1 'unite oligamncltotidique et le copolymere est 
effectue a l'aide de groupements anhydrides (provenant du nDnomere de 
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depart), par atactica d'un derive de 1 'oligonucleotide precurseur da ladita 
unit6 oligpniicltotldlqtiB ou par 1'irxtanmSdiaire d'un agent de couplage. lb 
deuKtene incunare peut etre l'fitbylene, la styrene, la propylene, la 
net±ylvinylether. En parciculier, les deux monan&res , mat l 'anhydride 
maldique at la nathylvinylethar, _ at las. copolynares correspondents sont 
sgpeles AMVE. la copolymers eaqprend notannent do 35 a 65 %, en notifs, da 
Botifs derives de 1 'anhydride' ml eigne, en particulier entre 45 et 55 %. 

. : _. Les . .. copoiyn^rcs anhydride mal^c^mtfdiylvinyMthcr . (AMVE) et N- 
vinylpynoBd^inc^ (NVPNAS) sou en paiticuHer des copolymeres 

lmeaires qui peovent 6tre obtenus generalement sous la fonne de copolymeres de type alternf. 

L'invention conosme fgalement l'utilisation d'un reactif, constituf par le conjugue de 
detection tel que dffini pieofdenunent, comme rfactif ^amplification de signal dans un precede 
de detection d'une sequence nucleotidique d'intfret. 

La sequence dlnteret est soit une sequence de la substance cible (celle que Ton veut 
detecter effectivcmcnt), soit une sequence life a la substance able, soit encore (dans des 
methodes de compdtition) une sequence life a un analogue de la substance-cible, competiteur de 
celle-ci 

Llnvention concecne notamment un precede de dftection, avec amplification de 
signal, d'une sequence nucleotidique dlnteret susceptible d'etre immobitisee sur un support 
sotide, dans lequel on utilise une sonde nucleotidique de detection marquee avec un traceur, 
caracteris6 par le fait que l'on ajoute a un milieu tiquide en contact avec ledit support solide, dans' 
des conditions pennettant lTiybridation : 

- un rfactif tel que dffini d-dessus, 

- et la sonde de detection marquee, 

puis on revele selon les mfthodes usuelles la presence fventuelle du traceur 
immobilisf sur le support sonde. 

Le proefde* de rinvention est applicable notamment a la detection et/ou au dosage 
d'un fragment dadde nuclelque cible susceptible d'etre present dans un echantillon. La sequence 
nucleotidique cTintfxet est une^partie df terminfe de la sequence nucleotidrque de la cible, qui 
Pent 6tre choisie, notamment, comme moyen de caracterisation d'unc espece, d'un genre, d'un 
allele ou analogues. La sequence nucleotidique dmteret est fixfe sur le support solide 
directernent ou mdirectement par lmterafdiaire d'un ligand. Le ligand peut notamment etre une 
sonde de capture choisie pour etre complementaire d'une autre rfgion de la cible, selon la 
technique sandwich, qui est bien connue. Dans un autre mode de realisation de la technique 
sandwich, la sonde de capture est ellc-meme grefffe sur un copolymere pour etre fixfe sur le 
support solide par adsorption passive, e'est a dire sans formation d une liaison covalente entre le 
support et le copolymere portant la sonde de capture. Cette rafthode peut contribuer a reduire le 
bruit de fond. Par de simples experiences de routine, il est possible de choisir le on les 
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copolymeres Odcnriqucs on differents) pennettant use bonne fixation de la sonde de capture, par 
adsorption passive, sur le support, et une amplification de signal accompagnee d'une reduction 
do bruit de fbndr ce qui conduit a on gain en senribflite. La sequence dlnteret peut egalement 
etre fixee dhectement sur le support solide par l'intcrm6diaire de la able scion la technique 
"Reverse Dot". 

Le precede de finvention est egalement applicable anx immnnoessais et notamment 
a la detection dliaptenes, d'antigenes, de polypeptides on d'anticorps dans des processus avec on 
sans competition. Par exemple, la sequence dmteiet peut etre greffee, par liaison covalente de 
preference, a on Ugand susceptible de reagir speofiquement avec une molecule cible. Dans les 
techniques de competition, la sequence dlnteret peut etre greffee. de preference par covalence, a 
un Ugand, ledit ligand etant susceptible d'entrer en competition avec la dole pour sa fixation a un 
anti-tigand specifiqne. Les techniques de couplage entre un ligand et la sequence d'interet 
dependent de la nature du Ugand et sont bien connues. D est 6vidcmmcnt necessaire de choisir 
une methode de couplage qui n'altere pas la capacue du Ugand a recoiinaure l'anti-Hgand. ce qui 
peut etre facflement verifie par de simples experiences de routine. 

A titre iUustratif, si la able a doser est un antigene, la sequence d'interet est greffee 
sur un anticorps speafique de l'antigene. Cet anticorps apres reaction avec l'antigene peut reagir 
par rintermediaire de la sequence d'interet avec le reactif oligonncleotides-copolymere de 
l'lnvention. Une sonde de detection complements <Tau moins une partie de la sequence 
dmteret. greffee sur le copolymere, pennet de nSveier l'antigene avec one bonne sensibiUte. 

Si l-unite oUgonucieotidique du reactif comprend une sequence specifique de la 
sequence d'interet et une sequence arbitraire, la sonde de detection sera complementaire de la 
sequence arbitraire. Une reduction du nombre d'etapes est possible en utiUsant un tampon 
appropne pennettant a la fois la reaction du Ugand sur I'anti-Ugand et Hybridation des sequences 
nucieoudiques entre eUes. Un essai en une etape est reaUsable. l'anticorps etant greffe a la 
sequence d'interet, le reactif de detection copolymere-oligonucleotidcs et la sonde de detection 
reagissant pendant la meme incubation. 

De meme, un dcuxieme conjugue oligonucldotides-copolymcre est utiUsable comme 
conjugue de capture dans un imimmoessai selon la technique sandwich en combinaison avec le 
conjugue de detection, a condition que 1'anti-Ugand de capture soit couple avec une sequence 
nucieotidique complementaire, an moins en partie, de la sequence greffee sur le conjugue de 
capture. Une reduction du bruit de fond jointe a une augmentation de signal conduit, par un 
choix de conjugues appropries, a une augmentation de la sensibiUte. 

Les copolymeres utilises selon l'invention sont de preference des bipolymeres. Us 
peuvent etre.obtenus. de facon connue en soi, par voie mdicalaire, par voie ionique. par reaction 
de ^condensation ou par reaction de transfer: de groupe. De preference, ce sont des 
copolymeres obtenus par copolymerisarion radicalaire de co-monomftres a insaturation 
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dmyteiriquo dont run oo mp att e une fbnctibn inactive appropriee poor le greffage covalent des 
sabsdtnants latfranx nncldotidiqnes. 

■I Le tenne "support solide" tel qu'utilise ia inclut toas lcs mat£riaux sur l«tsquch peat 
6tre immobilise' an oligonucleotide poor one utilisation dans des tests diagnostiques, en 
chromatographic d'affinibS et dans des processus de separation. Des "»«t*ria nx naturels on de 
synthese, modifies on non chmnquement peuvent Sue utilises comme support sonde, notammcnt 
les polysaccharides tela que les materiaux a base de cellulose, par exemple du papier, des derives 
de cellulose tels que Tacdtate de cellulose et lauitroceUulose, du dextran ; des polymeres tels que 
polychterures de vinyle, polyemylenes, polystyrenes, potyacrylates, polyamides, ou copolymeres 
a base de monomeres vinyl aromatiques, alkylesters d'arides alpha-beta insatures, esters d'acides 
carboxyliques insatures, chlorure de vinytidene, diines ou composes presentant des foncdons 
nittile (acrylonitrile) ; des polymeres de chlorure de vinyle et de propylene ; des polymeres de 
chlorure de vinyle et d'acetate de vinyle ; des copolymeres a base de sryrenes ou derives 
subsumes du styrene; des fibres naturelles telles que le coton et des fibres syntheuques telles que 
le nylon ; des materiaux inorganiques tels que la silice, le verre, la ceramique, le quartz ; des 
huex e'est a dire une dispersion aqueuse colloTdale d'un polymere quelconque insoluble dans 
Feau ; des pardcules magnftiques ; des derives m£taffiqnes. Le choix dun materiau de support, 
dans chaque cas particulier, pent etre effectuf a paitir de simples experiences de routine. 

De preference, le support solide utilise 1 dans la pnSsente invention est on polymere de 
polystyrene, un copolymere butadiene-styrene ou un copolymere butadiene-styrene en melange 
avec un ou plusieurs polymeres ou copolymeres choisis parmi le polystyrene, les copolymeres 
styrene-acrylonitrile ou styrene-m6tbyhn6thacrylate de methyle, les polypropylenes, les 
polycarbonates ou analogues. Le support solide utilis6 est notammem un polystyrene ou un 
copolymere a base de styrene comprenant entre environ 10 et 90 % en poids de motifs de 
styrene. 

Le support solide selon l'invendon peut core, sous les formes usuelles appropriees, 
par exemple, sous la forme d"une plaque de microtitration, d'une feirille, d'un c6ne, d'un tube, 
d'un puits, de billes, de particules>pu analogues. 

Le terme "unitd oligonucteotidique" tel qu'utilise' dans la presente demande, designe 
un enchainement d'au mains 5 desoxyribonucleoddes ou ribonucleotides comprenant 
dventnellement au moins un nucleotide modified par exemple an moins un nucleotide comportant 
une base modifiee telle que l'inosine, la mfthyl-5-ddsoxycytidine, la dim6thylamino-5- 
desoxyuridine, la desoxyuridine, la diamino-2,6-purine, la bromo-5-d6soxyuridine ou toute autre 
base modifiee permettant l'hybridarion. Ce polynucleotide peut aussi etre modifitf au niveau de la 
liaison internucleotidique comme par exemple les phosphorothioates, les H-phosphonates, les 
alkyl-phosphonates, au niveau du squelene comme par exemple les alpha-oligonuclebtides 



FEUILLE DE R EMPLACEMENT (REGLE 26) 



PCT/FR94*ltS4 

11- 

(FR2 607 507) on les PNA (M. Egholm ct aL, J. Am. Chem. Soa, (1992), 114. 1895-1897). Ces 
diverscs modifications peuvent 6vcntnellemcnt toe prises en combinaison 

Les traccurs utilises pour marquer la sonde de detection sont choisis pared les 
traceurs usuels. Ce soot par exemple : 

- des enzymes qui produisent un signal detectable par exemple par colorimettie, 
fluorescence, lumin e s ce nc e, comme la peroxydase de raifort, la phosphatase alcaline, la b6ta 
galactosidase, la glucose-6-phosphate dehydrog ena s e ; 

- des chromophores comme les composes fluorescents, luminescents, colorants ; 

- des gxoupements a densite* electronique detectable par microscopic eTectromque on 
par leur proprietf electrique comme la conductivite, I'ampeiomdtrie, la voltamdtrie, les mesurcs 
d'impedance ; 

- des groupements detectables par des m6thodes optiques (comme la diffraction, la 
resonance plasmon de surface, la variation d'angle de contact) ou par des methodes physiques 
comme la spectroscopic de force atomique, 1'effet tunnel ; 

- des molecules radioactives comme le 32 P, le 3S S ou le 125 L 

Les m&hodes covalentes ou non covalentes pour attacher ces traceurs dependent des 
traceurs et sont bien connues par l'homme de ran. 

Des systemes indirects peuvent aussi cue utilises, par exemple, ceux comprenant les 
haptenes, detectables par un anricorps specifique, ou one proteine comme le couple 
biotine/avidine ou streptavidine, ou encore un couple sucre/lectine. Dans ce cas e'est ranticorps 
ou la proteine qui parte un traceur. 

Les hybrides acides nucldiques de type ADN/ADN. ARN/ARN, ADN/ARN, peuvent 
cue detectes par des anricorps antihybrides, ou par des prolines specifiques comme les 
polymerases phagiques. 

Si la sonde de detection est constituee de nucleotides modifies comme les 
nucleotides d'anomerie alpha ou les PNA (PJE NIELSEN et aL Science. 254,1497-1500 (1991)), 
des anricorps anti-alphanucleotides ou anti-PNA peuvent etre utilises. 

Le terme "anricorps" designe notamment les anricorps monoclonaux ou polyclonaux, 
les fragments d'anticorps et les anricorps obtenus par recombinaison g6n6tiquc 

Le terme "haptene" designe une molecule de taille insuffisame pour etre 
immunogene, mais qui par couplage avec une proteine, par exemple, permet par immunisation 
d'animaux I'obtention d'anticorps reconnaissant ladite molecule. 

Par sequence homologue d'une autre sequence, on designe une sequence capable de 
sTiybrider avec une sequence strictement compleraentaire de ladite autre sequence. 

On entend par fixation passive une fixation due a des forces autre que des forces de 
liaison covalente. 
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Dans les dessins J annexes, ou les merries letrres oi^chiffies de reference desienent 
constamroent lexeme element:- - - ; oesignent 

c «„™rf 1 f 1 fi8mC ld&rit ********* le pibtocoie sandwich direct scion lcs mfthodes 
conventionnelles pour detecter un acide nucl&que. 

1 rcprtscntelc support solidc : ' - - r 

^ J reprfsente' la^jSnde WiBri^ ^ „ ^ 

3represenieladbleWlelque ad6iecter." u: 3 ' - T ' 
D represente la sonde de detection et T le traceur. ' : 

dAne*. rt ^ figmC 2 ^ ^ P"" 0 ^ sandwi <* avec utilisation d'un react* conjugud de 
detection dc 1'invcntion pour amplifier le signal. 

1 represente le support solidel 

3 represente la able nucieique k ddtecter. 

D represente la sonde de detection etTlc traceur. 
frr , „ 00 le «>polymereH>Hgonucleotides. L'unite ofigonudeotidique 

r^tT ™ DOir > ~ * est complements dune partiel 

D 21 i , S6,UCnCC <n "* ai (re ^^ P- - -ctangle blanc). La sonde de option 
U est homologue de la cible. ™ 

nour am «, « La , fi6Ure 3 dfCTit Un , PTOtOCOlc sandwich avec utilisation (Ton conjugue de detection 
pour amphfler le signal. Dans ce cas il ne pent y avoir competition entre la able etD. 
1 reprfsentc le support solidc. 

queJconque . 2 " -*■ * capn ' rc - te "w« P- - 

3 represente la cible nucieique a dftecter. 

D represente la sonde de detection et T le traceur. 

Hreffee „ f° * C ° , ^ gU6 ^^^oligonucleotides. L W ofigonucleotidique 

^ $Ur 1C 2 Parties. L-une (representee par un rectangle noir) est 

-npHmentaue de la sequence cfinteret (representee pax un rectangle blanc). L'a„£ 

To^T ^ a arbitral La sonde de detection D« 

complfmentaire de cette sequence aroitraire. 

1 represente le support solidc. 
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copolymfcre pour fanner CJOl qui est fixe par adsorption passive sur le support. 

3 represente la cible nuclfiquc & detecter. 

D represente la sonde de detection et T le traceur. 

C302 represente le conjugue copWym&re-oligonucieotides. LTnni tf 
oligonucteotidique (representee par un rectangle noir) greffiSe sur le copolymfae est 
comptementane <k b sequence tfint&et (rcprfsentfe par un rectangle Wane). La sonde de 
detection D est homologue de la sequence dlnt66t Comme dans la figure 3, une unit* 
oligonucI6otkfique co mpren am une sequence artmraire peut 6tre utilis6e. D est akm 
compiementaire de cctte sequence ariritraire. 

Les deux copolymers composant CJOl et CI02 peuvent etre identiques on 
diff&ems mais les deux polynucleotides greffSs respectivement sur ces copolymfaes sont 
compiementaires de deux rfgions distinctes de la cible & detecter. 

La figure 5 dfcrit un protocole immunologique sandwich direct selon les methodes 
conventionnefles pour la detection d'antig&ne. 

1 represente le support solide. 

4 represente un premier anticorps de capture fix6 sur le support par un moyen 
quelconque. 

5 represente un antig&ne. 

6 represente un deuxiimc anticorps de detection coupl6 h un traceur. 

La figure 6 d&ait un protocole immunologique sandwich particuKer utilisant un 
rfactif conjugud de detection selon l'invention. 
1 represente le support solide. 

4 represente un premier anticorps de capture 5x6 sur le support solide par un moyen 
quelconque. 

5 represente un antigfcne. 

ff represente un deuxifeme anticorps de detection coupl6 de manifcre covalentel une 
sequence nucleotidique d'intfret (reprfsentde par un rectangle Mane). 

CJO represente le conjugue copolymfere-oligonucl6otide. Uunite oligonuclfotidique 
(representee par un rectangle noir) grefifee sur le copolymftre est compiementaire de la sequence 
d'intfret (representee par un rectangle Wane) grcfffe sur le deuxafcme anticorps. 

D repr6sente la sonde de detection homologue de Foligonuclfotide du conjugud 

La figure 7 est requivalent pour la detection immunologique de la figure 3 pour les 
acides nucieiques*. 

La figure 8 est requivalent pour la detection immunologique de la figure 4 poor les 
acides nucieiques. 

L'anticorps de capture est grcffe sur un oligonucleotide identique ou non i la 
sequence d'interet coupiee * l'anticorps 6\ et forme le compose 4\ 

4* est capture sur la phase solide par un conjugue de capture CJOl. 
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,E 1 2 Svnthtse et rnrnrtfrlxatinn dm* mnnhm^jf > 



Le pWole suivant constitue le mode operatoire general des reactions de 
copolymerisation. 

Le tableau 1 resumera, par la suite, les conditions particulieres de cette synthase. 

- Dans un ballon tricol de 100 ml purge a Tazote, sent melanges 50 ml de N- 
dim6thylfonnamide anhydre (ALDRICH ; reference 22705-6), une quantit* x exprimee en 
gramme (g) de N-vinylpyrroUdone (ALDRICH; reference V 340-9) fcdebement distillee, ainri 
qu«une quantite* y (en gramme) de N-acryloxysuccimmide (KODAK ; reference 110 1690). 

- Le milieu reactionnel port6 a une temperature de 60*C, est agitd pendant 2 hemes, 
sous bullage n£gulier d'azote, afin cTeTiminer toute trace d'oxygene. 

- zgd, ^^ 4 ' 4 '^ b M4-cyanope^^ 

dissous dans 1 ml de N-N dim6thyl-formamide anhydre. Ce compose constitue ramorceur de la 
reaction de polymerisation radicalaire. 

- Apres un bullage d'azote pendant 15 minutes, la solution damoreeur est ajoute 
rapidement au milieu reactionnel. Ceci constitue le temps zero de la polymerisation. 

- La reaction est conduite a 60'C. sous agitation, sous bullage lent et nSgulier 

a azote. 

- Des prelevements sont effectues toutes les 3 minutes. 

Pour stopper la reaction, on ajoute quelques grains d'un inhibiteur de polymeri- 
sation : rhydroquinone (JANS SEN ; reference 123-31-9). Les prelevements sont ensuite places 
dans la glace. v 

- Chacun de ces prelevements est ensuite analyse" en chromatographie en phase 
gazeuse (chromatographe DI 200, integrateur ENICA 21. de la socidre DELSI 
INSTRUMENTS), grace a une colonne SE 30 (mtfthylsilicone adsorbee sur Chromosorb 10 %) 
Ceci permet le suivi cinetique de la reaction de polymerisation e'est a dire la connaissance. a tout 
instant, de la quanta* de monomeres residuels, done du taux de conversion (relatif a chaque 
monomere et global). 

Conditions d'analyse-K 

Pression Air = Pression H 2 = 1 bar (10 s Pa) 

PressionN 2 -0.8 bar 

Temperature du four = 175*C 

Temperature de 1' injecteur = Temperature du ddtecteur = 300*C 

- Apres un temps de reaction not6 t et exprinuS en heures. le milieu reactionnel est 
verse dans une ampoule a decanter, puis ajoute goutte a goutte dans un becher contenant un 
grand exces dither 6thylique (SDS. reference 440516) sous forte agitation. 

- Lepolymere. formd pendant la reaction, prfcipite sous la forme de cristaux Wanes 

asscz fins. 



FEUILLE DE R EMPLACEMENT (RE6LE 26) 



WO 93/08000 



PCT/FR94/01084 



-15- 



mt . „ 18 r"" 1 l6raromel » * <»*iPi*. h Nation tfAher fth^e « 

P-axiam pluneun teuna dan. » M tode a vide, a Kmptomre ambian*. 

.„ „ " le polymto <<<limina<ion d« monomtm, r&ideels aimi qM k, 

puis rcpn£cipit6 dans l'ether ethylique. v 
rhumidftt" ^ "P 0 "™*" ob^us som conserve sou, aaaosphto taene. a ratai de 
Le compose" forme" a la structure suivante : 



CH CH 2 _ . 



I 



O 



et 



-CH CHj. 

c=o 

I 

O 



N 




U ubteau ! rfcume Ies condi,™, panicuU 4res a chaque ^ de po Iym&isaIi o, 



TABLEAU 1 



Denomination x NVP 

des Copolymers grammes 

COPOl 2,22 

COPQ2 2,78 

COP03 1,14 

COP04 0t23 

COP05 2as 



y NAS 
grammes 
0,84 
4,22 
2^4 
0^0 
5,08 



c<*> 

moles/1 
04 
1,0 
04 
0,1 
1,0 



z AZCB 
gramme 
0.074 
0.148 
0.074 
0.015 
0,148 



hemes 
20 
20 
20 
20 
20 



% 
55 
90 
90 
90 
90 



<"> C R P retT C ~ d ° n ^ m ° n0mftrcS Cn ***** cn *«« ^ reaction, 
-nomeres dedepan — des 2 

AbnJviations utilisees dans le tableau 1 
NVP = N-vinyl pyrrolidone 
NAS = N-acryloxysuccinimide 
AZCB = acide azobis 4-4' (4-cyanopentanoique) 
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Les caractenstiques des copolymeres utilises dans la preseme invention som resumes 
dans lc tableau 2 . 



TABLEAU 2 



COPOl 
COP02 
<X)P03 
COP04 
COP05 



Masse moleculaire 
(g/mo!e)(*) 

60000 (10%) 
160000 (2%) 
70 000 (2%) 
19 500 (2%) 

160000 (2%) 



% Molaire de NAS dans le 
copolymers final (**) 
39 
57 
62 
59 
61 



^ L " 0 inaSSCS mol&ulai «* <>« « determine*, par diffusion de la lumiere 
(m6tnode stanque). Solvant delude : DMF/eao = 90/10. 

Temperature : 20«C. Le chiffie entre parentheses represente l'erreur de mesure sur la 

masse. 

(**) One vdeor . etc deteimurfe pa dosage des fonedons N-hydroxysuccinimide 
£HS> en prese^ee *»» excte de NH 4 OH per specooscopie UV a 260 on, .vee u» coefllde« 

OH ^MT^r " 7100 '• m ° k " " l U " ^ eaa / DMF / NH 4 

L'erreur dc mesure est de 5 %. 

(RMm , *f ^ CaU 3 1 0 "" 6 ,CS d6 P lacCmenK chimi <l«« Par resonance magndtique nucleaire 
(RMN) des drfferents carbones du copolymen, Les carbones sont identifies par le numero tel 
que decnt dans le schema ci-dessous : 



12 7 8 




II 11 
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TABLEAU 3 



Position do carbone Emplacement chimique 

1 . 48 (raie large) 

2 -• 34 (raie large) 

3 175-177.5 (mnltiplet) 

4 3i2 (raie large) 

5 19 (singulet) 

6 42 (raie large) 

7 38.5 (raie large) 

8 34 (raie large) 

9 « 10 17 1 et 170.9 (doublet) 

1 1 26.4 et 26.65 (doublet) 

Solvant : DMF deutexe* 

Reference interne : Dioxanne avec une raie a 67,8 ppm. 

Les emplacements chimiques sont donnes en partie par million (ppm). 

copotvm&res : 

Les polynucleotides utilises dans la presente invention sont des 
ohgod&oxyribonucleotides de synthese prepares avec un synth6tiseur automariquc Applied 
Biosystems modele 394 selon le protocole du fabricant 

Ces oligonucleotides possedent a leur extremit6 5* un bras aUphatique NH 2 prepare" 
selon la mtfthode decrite dans la demande de brevet WO 91/198 12. 

Par l'intermcSdiairc des fonctions esters du N-Hydroxysuccinimide. il y a reaction 
directe sur le brasaminf a l'extremitf 5" de roligonucleotide pour former une liaison amide. 

Le protocole de couplage general est le suivant : 

Une solution aqueuse contenant 32 nmoles tfoligonucleotides est versee dans un tube 
Eppendorf, puis evaporee dans un dVaporateur a centrifugation sous vide. 

Le residu sec est repris dans 50 microlitres de tampon Borate 0,1 M pH = 93 puis 
1'on additionnc 400 microlitres de DMF. 

A cette solution sont ajoutes 50 microlitres d'une solution du copolymere a lmg/ml 
dans le DMF (SDS, reference 340216). 

Le tube Eppendorf contenant le milieu reacrionnel est agit6 pendant 16 heures dans 
un agitateur cbauffant pour rubes Eppendorf porte" a une temperature de 37'C 

Le melange (DMF/eau) est ensuite evaporf a l'evaporateur a centrifugation sous 

vide. 
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Le rendu sec est rcpris dans SO microfitres d'eau distillee, afin d'etre analyse" par 
eiectrophorese capillaire. 

Conditions atfinmanmlr^ de la sinarminn nnr tlsssmbo^ss. gemote. « mturt** hh^ . 

- Apparefl : 270 A-HT commercialisi par la soci6t6 APPLIED-BIOS YSTEMS 

- Capillaire de silice d'une longueur de 72 cm (APPLIED-BIOSYSTEMS r6f 

0602-0014) 

- Electrolyte de separation : Tampon Carbonate de Sodium 50mM, pH = 9,6 

- Voltage appliqu6 : 20 kilovolts. 

- Temperature : 40*C 

- Injection & l'anode. 

- Detection a la cathode, par spectroscopic UV a 260 run (longueur d'onde 
d'absorption maximum de l'oligonucleodde). 

Le conjugud copolymere-oUgonucl6oride est ensuite purine par chromatographie par 
permeation de gel (CPG) dans les conditions suivantes : 

- Colonne WATERS Ulna Hydrogel 500. 

- Tampon phosphate 0,1 M pH = 6,8. 

- Detection par spectroscopic UV a 260 nm. 
-Debit 0,5 mVrnin. 

Apres purification, le conjugu6 en solution saline est dialyse pendant une nuit a +4*C 
afin d'eTirniner le seL L'eau est eihninee a revaporateur a centrifugation sous vide. Le rcsidu sec 
est rcpris dans 1 ml d'eau distillee et stockd au congeiateur a -20*C 

La iiste des oligonucleotides utilises pour le couplage sur un copolymere est donnde 

ci apres. 

Les caractenstiques des conjugues copolymere-oligonucleotide sont donnes dans le 

tableau 4 : 



TABLEAU 4 

conjugud copolymere nomd'usage SEQBD rendement Tr Me concentration 



CJOA 
CJOB 
CJOC 





oligonucleotide 


NO (a) 


(b) 


(c) 


(d) 


(e) 


COP03 


1844 


1 


41 


9,8 


9.9 


2.5 


COP03 


1978 


2 


52 


9.6 


9.9 


3.8 


COP03 


1854 


3' 


48 


10.1 


10.1 


8.7 
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(a) Lcs oligonucleotides ont les sequences suivantes (de S 9 vera 30 : 
SEQIDNOl: 

TCATCCACCT GGCATTGGAC TGCCATAACC ATGAGTG 37 

SEQEDN02: 

TACTCACCAG TCACAG AAAA GC 22 

SEQIDNQ3: 

GATGAGCTAT ATGAGAACGG TA 22 



Cfes oligonucleotides possfedent & leur cxtr6mit6 5" un bras aliphatiquc avee one 
fraction NH 2 , prfparf scion la m&hode dfcrite dans la demande de brevet WO 91/19812. 

(b) Le rendement de couplage* calculi par l'int£gration des pics en CPG, est le 
rapport, par CLHP, de la surface du pic du conjugud sur la somme des surfaces du pic du 
conjugud et de I'oligonucteotide non coupld. D est donnd en %. 

(c) Tr xepr6sente le temps de retention en CPG dans les conditions d6crites dans le 
paragraphe pr6c6denL II est donnd en minutes. 

(d) Me reprfsente le temps de retention donn6 en minutes dans les conditions de 
separation en dlectrophorfese capillaire dfcrites dans le paragraphe pr£c6denL 

(e) La concentration de V oligonucleotide est donnde en picomoles par microlitres, 
par spectromtoie U.V., en mesurant l'absorbance i 260 run, connaissant le coefficient 
d'extinction molaire de l'oligonucllotide k cette meme longueur d'onde. 

EXEMPLE 2 ; Detection d'un fragment d'acides nucliiaues oar vrotocole sandwich en utilisant 
des ofoonucliotidex muolis A des conobmikr es comme amplification de detection : 

Une P.CJt. est effectu6e selon le protocole standard tel que d£crit dans "PCR 
PROTOCOLS : a guide to methods and applications", 6dit6 par MA. Innis, DJL Gelfand, 
JJ. Sninsky, TJ. White, Academic Press. La cible est un plasmide ADN pBR 322 (r6fdrence 
D4904, SIGMA) contenant 4363 gaires de bases. 

Le plasmide est en solution dans un tampon Tris lO mM, pH 8,0. Les deux amorces 
utilisces pour l'amplification sont TEM1 (SEQ ID NO 4) et TEM2 (SEQ ID NO 5) : 



SEQ ID NO 4 : 

CCCCG AAGCG TTTTC 15 

SEQ ID NO 5 : 

CGGTATGGTT TGCTGCT 17 



Le fragment de PCR produit est control^ sur gel d'acrylamide k 5 %. II contient 347 
paires de bases. 
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Le fragment do PGR est d£natux6 avant utilisation en ajoutant k 100 microlitxes de 
solution le contenant. 10 microlitres de soude 2N. L'ensemble est neutralisd 5 minutes aprfcs par 
l'addition de 10 microlitres <facide adtique 2N. 

Dans deux plaques de microtitration en polystyrene NUNC x€f£rence 439454 sont 
d6pos6s 100 microlitxes cfune solution de l'oligonucltotide 1978 ((SEQ ID NO 2) k la 
concentration de ISO nM dans du tampon PBS3X (phosphate de sodium 0,15 M, chlorine de 
sodium 0,45 M, pH 7,5). Llncubation s'effectue durant deux hemes k la temperature de 3TC 

Apxfes 3 lavages des plaques par 300 microlitxes de tampon PBS-Tween (phosphate 
de sodium 50 mM, dilorure de sodium 150 mM, contenant 0,5 ml/1 de Tween 20 r£££xence 
MERCK 822184), 100 microlitxes de fragment PGR d6natur€, dilul en tampon PEG (phosphate 
de sodium 0,1 M, chloruxe de sodium 0,5M, pH 7,0 contenant 0,14 mg/ml d'ADN de sanmon, 
20gA de PEG 4000 nSfdrence MERCK 807490 et 6j5g de Tween 20 rtfdrence BIORAD 170- 
6531) sont ajoutds dans les puits des plaques de microtitration. Les plaques sont incutees une 
heure k 37*C puis lav6es par 3 fois 300 microlitxes de PBS-Tween. 

Dans chaque puits d'une plaque sont ajout6s 100 microlitxes de sonde de detection, 
oligonucleotide 1844 (SEQ ID NO 1) coup!6 k la phosphatase alcaline, k la concentration de 
15 nM en oligonucleotides en tampon PEG. La sonde de detection 1844 contient une sequence 
compl£mentaxre de la cible PCR. EUe est maiqufe & la phosphatase alcaline (akp) tel que d&rit 
dans la demande de brevet WO 91/19812. La plaque est incub6e une heure k 3TC puis lavfe par 
3 fois 300 microlitres de PBS-Tween. Cette plaque correspond k un protocole sandwich direct. 

En parall&le, dans chaque puits de la deuxieme plaque de microtitration sont d£pos£s 
100 microlitxes d'un conjugud oligonucldotide-copolymftre CJOA dans du tampon PEG. Ce 
conjugu6 est un intermddiaire dans le syst&me sandwich qui perxnet une augmentation de 
sensibility La plaque est incubtfe une heure k 37*C puis lav6e par 3 fois 300 microlitxes de PBS- 
Tween. Dans chaque puits de la plaque sont ajoutls 100 microlitxes de la sonde de detection 
oligonucleotide 1841 (SEQ ID NO 6) coupte k la phosphatase alcaline k la concentration de 
15 nM en oligonucleotides en tampon PEG, Cette plaque correspond k un protocole avec 
amplification de signal par Fintermddiaire du copolymfcrc-oligonucldotide. 

SEQ ID NO 6 : ^ 

GTCCAATGCC AGGTGGATGA 20 

La sonde de detection est complementaire d'une portion de l'oligonucl6otide 1844 
coupl6 sur le copolymere. Elle est marquee k la phosphatase alcaline tel que dfcrit dans la 
demande de brevet WO 91/19812. 

La plaque est incub^e une heure k 37*C puis lavee par 3 fois 300 microlitres de PBS- 
Tween. 

Les 2 plaques sont trait&s ensuite de fagon identique. 
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Danschaqoc puts soot ajoutes 100 mioofines dc substrat PNPP (Para Nitro Phenyl Phosphate. 
Kfi&cncc SIGMA N 2765) ; pour cela, one pastille dc 20 mg dc substrat est reprise par 10 ml de 
tampon dieUanolanrine lM,05 mM Mga 2 pH 9,8. Apres 20 minutes de reaction, 1'activi* 
enzymatique est bloquee par 100 microlitrcs de NaOH IN. 

La lecture de la densite* optique est effectuee a une longueur d'onde de 405 nm sur tm 
lecteur de plaque AXIA MICROREADER BIOMERIBUX. 

Les lesultats (valeurs de densite* optique) obtenus sent resumes dans le tableau 5 
suivant : J 



dilution de la PCR 



dill/100 000 
dill/10000 
dill/1000 
dill/100 
dill/10 



TABLEAU 5 

detection sandwich 
directe 
12 
12 
10 
11 
20 
160 



oligonuclebtide-copolymere en 
detection 
10 
15 
16 
30 
137 
1110 



L'exieurde mesure est denviron 10 %. 

AYTA x *~ VaIeors obtenucs conespondent aux unites de densitd optique mesurees sur un 
AXIA MICROREADER (AXIA marque deposee BioMdrieux). 

U .puits ne contcnant pas de fragment PCR (0) sen de tdmoin negatif. Avec le 
systbne direct (sans amplification), le fragment de PCR est d6tect6 pour une dilution au 
inOime. Avec le systeme copolymere-oHgonucleotide. le fragment de PCR est detect* pour une 
oolunon inreneure au l/100eme. le signal obtenu est multipli* par un facteur 10. La sensibilite* du 

d ' Un faCKUr SU P^ cur * 10. Le bruit de fond n'est pas augment* par 
I amplification de signal. K 




rf« oU?o rmrlfatutes cowl fx a de* ssmabmtoss. *» dh&c&m r r ft rrrmrr • 



Le protocole est identique a celui de l'exemple 2 a I'exception du fait que dans 
chaque putts tfmre des plaques de microtitration, est depose\ a la place de 1'oligonucleotide 1978 
le conjuguf CJOB (oligonucleotide 1978 (SEQ ID NO 2) couple au copolymere COP03) a une 
concentration en oligonucleotide de 150 nM dans du PBS 3X, comme sonde de capture 

comme -JZET ^ "* ~ ^ ^ * 
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L'autre plaque, qui servira de contrdle pour mesurer le gain en sensibility est 
pr6par6e de la m&ne manifcre que dans Fexemple 2 (detection dirccte). 

Les r$sultats ( valeurs de density optique ) obtenus sont rfsumds dans le tableau 6 : 

TABLEAU 6 

dilution de detection sandwich directe detection avec 2 copolymferes en 



laPCR capture 

et en detection 

0 10 70 

dill/100000 10 90 

dill/10 000 11 101 

dil 1/1000 21 298 

dil 1/100 28 705 

dU 1/10 198 >2500 



L'erxeur de mesuxe est d'environ 10 %. 

Les valeurs obtennes correspondent aux unites de density opaque mesurfos sur un 
AXIA MICROREADER (AXIA marque d6pos6e BioMdrieux). 

La valeur 2500 correspond k la saturation du lecteur de microplaques. 

Le puits ne contenant pas de fragment PCR (0) sert de temoin ncgatif. Avec le 
systeme oligonucleotide-phosphatase (sans amplification), le fragment de PCR est d£tect6 pour 
une dilution au 1/lOfcme. Avec le systfcme copolymcre-oligonucldoridc en capture et en 
detection, le fragment de PCR est d6tect6 pour une dilution au 1/lOOfeme. La sensibilitl du test 
est augments d f un facteur 100. 

Si Ton compare ce gain avec celui obtenu dans l'exemple 2 qui 6tait d'environ 10 
fois, il apparait que la combinaison de deux conjugufs oligonucl6otide-bipolymferc k la fois en 
detection et en capture est encore plus perform ante non settlement en ce qui concerne le gain en 
sensibility mais 6galement en ce qui concerne le rapport signal sur bruit de fond. 

BXEMELB 4; 

D6tection d'alpha foeto protdine (AFP) par protocole sandwich en utilisant un 
copolymfere-oligonucldotide comme intermddiaire en ddtection pour augmenter le signal. 

Le gain en sensibility est appr£ci6 en comparant & un protocole sandwich 
immunologique classique. 

Dans deux plaques de raicrotitration en polystyrene NUNC reference 439454, sont 
d£pos6s 100 microlitres d'une solution de 1'anticorps monoclonal and alpha foeto proline 
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(reference P3F11CS9 BIOMERIEUX) dilu6 ft la concentration de 10 microgrammcVml en 
tampon carbonate de sodium 50mM (Na 2 C0 3 PROLABO 27771290-NaHOO 3 PROLABO 
27778293) pH9,6. L'incubation seffecme dnrant deux hemes ft la temperature de 3TC Les 
deux plaques sont lavees par 300 microfines de tampon PBS IX (phosphate de sodium 50 mM, 
chlorute de sodium 150 mM contenant <tf ml/1 de Tween 20 reference MERCK 822184). 

Dans one plaque (sandwich immunologique classiquc), 50 micro-litres tfantigene 
alpha foeto proteine (reference BEHRJWG OTOD 02J03) dilud en tampon PBS Tween contenant 
10 % de serum de cheval et 50 microfilms <fun deuxieme anticorps polyclonal de chevre and 
alpha foeto proteine (reference CHI 09-1981 BIOMERIEUX) couple" ft la 
peroxydasc,(Boehringer Mannheim, reference 814393) scion les memodes classiques, ft la 
concentration de 2 mg/1 en tampon PBS-Tween contenant 10 % de serum de cheval sont ajoutes 
par pints. La plaque est incubee une heme ft 37*C puis lavee par 3 fois 300 microlitres de PBS- 
Tween. 

En paraUele dans la deuxieme plaque (detection avec amplification de signal), sont 
d6poses 50 microlitres d'antigene alpha foeto proteine (reference BEHRING OTOD 02/03) dilu6 
en tampon PBS Tween contenant 10 % de serum de cheval puis 50 micro-litres du deuxieme 
anticorps polyclonal and alpha foeto proteine (reference CH109-1981, BioMerieux) couple ft un 
oKgonudeoride 1614 (SEQ ID NO 7) dilue en tampon PEG (phosphate de sodium 0.1M. 
chlorure de sodium O^M. pH 7,0 contenant 0,14 mg/ml <TADN de saumon , 20g/l de PEG 4000 
(reference MERCK 807490) et 6,5g de Tween 20 deference BIORAD 170-6531)). 

La concentration de la solution de PEG contenant ranticorps couple ft 
l'oligonucleotide 1614 est de 2 mg/1 en anticorps. 



SEQ JD NO 7 : 
TACCGTTCTC ATATAGC. 



17 



Le couplage entre ranticorps et l'oligonucleotide 1614 est effectue selon la racrac 
methode que decrite pour le couplage oligonucleotide peroxydase dans la demande de brevet 
WO 91/19812. ^ 

La plaque est incubee une heure ft 3TC puis lavee par 3 fois 300 microlitres de PBS- 
Tween. 100 microlitres d'une solution dun conjugu6 oligonucieotide-copolymere CJOC ft la 
concentration de 150nM en oUgonucleodde dans du tampon PEG sont ajoutes dans les pints de 
la plaque de microtitration. La plaque est incubee une heure ft 37'C, puis lavee par 3 fois 300 
microlitres de PBS-Tween. 

Dans chaque puits de la plaque, sont ajoutes 100 microlitres de sonde de detection 
oligonucleotide 1614 (SEQ JD NO 7) couple ft la peroxydase (demande de brevet WO 91/19812) 
ft la concentration de 15 nM en oligonucleotides en tampon PEG. La plaque est incubee une 
heure ft 37'C puis lavee par 3 fois 300 microlitres de PBS-Tween. 
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La revelation de l'activite enzyinatique est la meme pour les deux plaques. 

Dans chaque puits sont ajoutes 100 microlitres de solution de substrat OPD (Ortho 
Phenylene Diamine, reference SIGMA. P7288). Pour preparer cette solution de substrat. une 
pastille, de 20 mg de substrat est reprise par 10 ml de tampon citrate pH 4.93(0.055 M acide 
citrique. 0.1M Na 2 HP0 4 ). Apms 15 minutes de reaction a 37'C, l'activite enzymatique est 
bloquee par 100 microUtres d'acide sulfurique IN. 

La lecture de la denote optique est cffectufe a unc longueur d*ondc dc 492 nm sur un 
lecteur de plaque AXIA MICROREADER BIOMERffiUX. 

Les resultats (valeurs de densite" optique) obtenus sont resumes dans le tableau 7 : 

-TABLEAU 7 

concentration en antigene d6tection copolymeie-oBgonuclfotide en 

AFP immunologique detection 

(ng/ml) classiqoe 



0 55 

0.05 60 

0.10 60 

0.50 60 

1.0 120 

W 250 

5,0 . 370 

10,0 630 



110 
110 
250 
420 
670 
1620 
>2500 
>2500 



L'crreur de mesure est d'environ 10 %. 

Les valeurs obtenues correspondent aux unites de densitf optique mesurees sur un 
AXIA MICROREADER (marque deposee BioMerieux). 

La valeur 2500 correspond a la saturation du lecteur de microplaques. 

Les resultats obtenus montrcnt une augmentation tres forte de la sensibiKtf du test 
avec 1'emploi du copolymere-oBgonucleotide. Une detection de 0,1 ng/ml tfalpha foeto prot6ine 
est possible avec le systemc (famplification utilisant le copolymere-oUgonucleotide. 
l'augmentation du signal obtenu etant (Tun facteur 2 par rapport au puits ne contenant pas 
d'anngene (puits 0). Sans amplification (detection immunologique classique), la detection de 
l'AFP commence a 1 ng/ml. 

Dans cet exemple, l'anticorps de detection est un anticorps polyclonal. 
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B2DEMELELS ; 

Detection d'alpha foeto proteine par protocole sandwich en utilisant des 
oligonucleotides couples a des copolymeres en d6tection et/ou en capture. 

Le gain en sensibility est apprecte en comparant a un protocole sandwich 
immunologique classique. 

Le protocole sandwich immunologique classique est mend de la meme maniere que 
celni decrit dans l'exemple 4 a I'cxccprion du fait qu'on utilise un anticorps monoclonal 
(P7H10B7, BioMeneux) couple* a la peroxydase a la place de l'anticorps polyclonal (CH109- 
1981, BioMeneux) en detection. 

Le protocole utilisant des oligonucleotides couples a des copolymeres en detection 
est identique a eclui de l'exemple 4 a rexception du fait qu'on utilise, comme anticorps de 
detection, un anticorps monoclonal (P7H10B7. BioMeneux) a la place de l'anticorps polyclonal 
(CH109-1981, BioMeneux). 

Le protocole utilisant des oligonucleotides couples a des copolymeres en detection et 
en capture est le suivant : 

Dans une plaque de micro titration, sont deposes 100 microlitres d'un conjuguf 
otigonucleotide-copolymere CJOA a la concentration de 150 nM en oligonucleotide dans du 
tampon PBS3X. La plaque est incubee deux heures a 37"C puis rincee par 3 fois 300 microlitres 
dePBS-Tween. 

Puis sont deposes 100 microlitres d'anticorps monoclonal anti alpha foeto prottSne 
(reference P3F1 1G9, BIOMERIEUX) couple\ comme decrit dans l'exemple 4, a l'oligonuclectide 
1841 (SEQ ID NO 6). Get anticorps couplf a roligonucleotide 1841 est dilu6 en tampon PEG a 
la concentration de 2 mg/1 en anticorps. La plaque est incubee une heme a 37'C puis lavee par 3 
fois 300 microlitres de PBS-Tween. 

L'antigene AFP puis l'anticorps monoclonal (P7H10B7, BioMeneux) couple* a un 
oligonucleotide 1614 (SEQ ID NO 7) sont ajoutes comme decrit dans l'exemple 4. 

Les crapes de reaction, avec le conjuguf CJOC, avec roligonucleotide 1614 couple" & 
la peroxydase et de revelation par le substrat OPD sont identiques a celles de l'exemple 4. 

Les resultats ( valeurs de densit6 optique ) obtenus sont resumes dans le tableau 8 : 
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TABLEAU 8 



concentration 
en antigene 
AFP(ngAnl) 
0 
1 
5 
10 
50 
100 



defection copolymerc-obgonucleotide corjolyrnere- 



immunoiogique 
classique 
33 
35 
70 
140 
545 
1025 



en detection 

155 
175 
651 
1230 
>2500 
>2500 



oligonucleotide en capture 
et detection 
110 
250 
650 
1425 
>2500 
>2500 



L'erxeur de mesure est d'environ 10 %. 

AXIA MIC^R^°^T COnCSP ° ndCm *-* ^quc mesunfes sur on 

aaia MICROREADER (AXIA : marque deposee, BioMerieux). 

La valeur2500 conespond a la saturation du lecteur de microplaques 
On observe nn gain en sensibiMte* important en comparant la detection 
mununologiqne classique et 1'utilisation <Tun copolymire-oligonucleotide en detection. Les 
resultats vont dans le meme sens que pour 1'exemple 4 avec cette fois on anticorps monoclonal a 
to Placed-tm anticorps polyclonal en detection. Le rapport signal-bruit poor one quanta* ffAFP 
de 5 ngAnl est tTenviron 2 poor la detection immunologic,^ classique alors qu'il est de 4.2 pour 
le systeme copolymere-otigonuclebtide en detection. 

. CM ^: C m0ntn5 P***™*"* Pour les acides nuddiques dans 1'exemple 3, on 

observe une amelioration du grain en sensibility en utilisan, un copolymere-oUgonucleotide en 
detection et en capture. 

ce «„i ^ 0,16 COncentration de 1 d'AFP, le rapport signal-bruit est de 2.3, 

ce qui pennet de detecter cette concentration. 

^ ... I f"J tat m ° blenU - CDtrc autrcs - a une reduction du bruit de fond, ce qui 

^ PU * ,UC 16 ^ dC f ° nd 681 U " — «W ^s tous les 
s ystemes d amplification du signal. 

en H^- De / maniftrC * 6n * a,e - Ie5 bn,its * fond obscrv * ^ec un oligonucleotide-bipolymere 
en detection et/bu en capture sont faibles (voir les exemples 2 a 4) 

d'olieonucle^r r ^ r ^ pHficati ° n du *»> c " -lie directement au nombre 

aoiigonucldondes fix6s sur le copolymere. 
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En effet, dans le proceae* sandwich classique, poor une molecule cible hybridee sur 
une sonde de capture, une sonde de detection portant un seal traccur, par exemple ernymatiquc, 
est susceptible de sftybrider. 

En utilisant un copolymeie-oligonuclebdde comme sonde interm6diaire, le nombie 
de sondes de detection et done le nombre de oaceurs susceptible de sTjybrider avec une molecule 
cible est en thebrie egal au nombre de sondes couplees sur le copolymere moins une (ceHe qui 
s*hybride sur la cible). 

Greffage d'un nombre variable ^oligonucleotides sur un copolymere : 

Une solution aqueuse contenant IS nmoles de 1'oligonuclebtide 12 (SEQ ID NO 8) 
est dvaporee a sec dans un tube Eppendorf de 1,5 ml. 

SEQ ID NO 8 : 

TCATCCACCT GGCATTGGAC 20 

Le residu sec est repris dans xj microtines de tampon borate 0.1 M, pH 9,3.Sont 
ajoutes dans la solution, yj microlitres de DMF puis Z] microlitres du copolymere COP03 
(tableau 1) a 1 mg/ml dans le DMF. Apres 3 hemes de reaction a 37*C le solvant est eliminl a 
revaporateur sous vide. Le residu sec est repris par 50 microlitres d'eau et analyst en 
permeation de gel dans les conditions decrites dans l'exemple 1. 

Le tableau 9 resume les conditions de couplage pour les differcnts conjugues 
prepares et le tableau 10 les caracteristiques des conjugues prepares. 

TABLEAU 9 



conjugues 


*1 




Xl 


2 1 


stoechioxndtrie 


CJOD1 


30 




255 


15,0 


1/4 


CJOD2 


30 




248 


22^5 


1/6 


CJOD3 


30 


-> 


225 


45 


1/12 


CJOD4 


30 




180 


90 


1/24 


CJOD5 


30 




45 


225 


1/60 


CJOD6 


42 




0 


375 


1/100 



x i » Yi et 2 i sont donnes en microlitres. 

La stoechiom^trie S represente le rapport entre le nombre de moles ^oligonucleotides introduits 
et le nombre de moles de fonctions NHS disponibles pour le couplage. 
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Conjugues 

CJOD1 
CJOD2 
CJOD3 
CJOD4 
OOD5 
CJOD6 



Rendement dc 
couplage R 
49 
53 
57 
59 
55 
60 



-28- 
TABLEAU 10 

Temps dc N 

intention 

930 31,5 

9.66 22.7 

9,72 12,2 

9.51 63 

9.70 2.4 

930 1,6 



Concentration 

3.4 
44 
. 5.8 
5.4 
53 
4.6 



Le temps de retention HPLC (en minutes), le rendement de couplage R (en %), la 
concentration (en nmoles/ml) des conjugues sont calculds de la meme maniere que dans' le 
tableau 4 de I'exemple 1. 

N represente le nombre de moles d'oligonucleotides par mole de copolymere. Le 
nombre theorique Nt d'oligonucleotides par chaine est calculd en connaissant la stoechiomdtrie S 
de la reaction par rapport au nombre de fractions NHS disponibles sur le copolymere (257 
foncrions pour le C0PO3 : voir tableau 2) ; Nt = 257 x S. 

N est calcule selon la formule : N = Nt x R. 
Comparaison de VefficaeUi des different* conjugues en amplification de detection : 

Le gain en sensibilitf est mesunS en comparant un protocole utflisant les differents 
conjugues oKgonucleotide-copolymere comme intcnnddiaires en detection. Un essai de 
reference sans copolymere-oligonuclebride comme intermfdiaire est nfalise comme decrit dans 
I'exemple 2 (detection sandwich dirccteX 

Le protocole avec amplification de signal par l'intermediaire copolymere- 
oligonuclebtide est identique a celui decrit dans I'exemple 2 a l'exception du fait que 
l'ohgonucleotide de capture depose au fond de la plaque est l'oligonucleoride 474 (SEO ID 
N09). v 



SEQ ID NO 9 : 

AAAAAAAAAA AAAAAA AAAA AAAAAAAAAA . 



30 



La cible n'est pas un fragment PCR mais un oligonucleotide synthftique 469 (SEQ 
ID NO 10) simple brin et qui done n'a pas besoin d'etre denature par la soude. 



SEQ ID NO 10: 

'UlllilTlT TTTTTTTTTT GTCCAATGCC AGGTGGATGA 



40 
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Cettc able est dilud dans le tampon PEG de 5000 pg/ml k 1 pg/mL 

Une partie de eette cible est compldmcntaiie de Foligonucllotide 12 fix< sur le 

copolym&rc et vine autre partie de Foligonucldodde 474. 

Les diffdrents copolymfcres CJOD1 k CJOD6 sont d£pos£s en parallfele dans des puiss 

de la plaque de micro titration. 

La sonde de detection est l'oligonucl£otide 1841 (SEQ ID NO 6) coupl6 k la peroxydase de 
raifort. 

Le substrat de 1'enzyme est 1'OFD tel que d£crit dans Fexemple 4 9 avec une lecture k 
492 nm sur un lecteur AXIA MICRORADER. (AXIA marque d£pos6e BIOMERDSUX). 

ProtOCOle sandwich dimet - 

Capture par oligonucleotide 474 (SEQ ID NO 9) 
Qble synth6tique 469 (SEQ ID NO 10) 

Detection par sonde de ddtection 12 (SEQ ID NO 8) marqufc £ la peroxydase. 
Le tableau 11 resume les nSsultats obtenus avec les diffdrents copolymfcrcs- 
oligonucl6odde. 

TABLEAU 11 



concentration de 
















cable 


CJOD1 


CJOD2 


CJOD3 


CJOD4 


CIOD5 


CJOD6 


direct 


(pg/ml) 
















5000 , 


2500 


2500 


2500 


2500 


2500 


2500 


2500 


1000 


2500 


2500 


2500 


2500 


2500 


1536 


601 


500 


2500 


2500 


2500 


2500 


1461 


995 


370 


50 


1661 


1253 


1213 


590 


549 


480 


5 


5 


627 


543 


455 


243 


185 


184 


0 


1 


519 


458 


332 


206 


0 


0 


0 



L'erreur de mesure est d'environ 10 %. 

Les valeurs obtenues correspondent aux unites de density optique mesmees sur un 
AXIA MICROREADER (AXIA marque deposee BioMerieux). 

Le bruit de fond derermine par une essai sans cible pour chaque conjugu6 est 
soustrait des valeurs obtenues pour les differents conjugues aux differentes concentrations de 
dble. 



On constate que le nombre de moles ^oligonucleotide par mole de copolymere est en 
relation avec le gain obtenu en amplification de signal. Les valeurs obtenues pour la plus faible 
concentration de cible de 1 pg/ml sont croissantes quand le nombre d'oligonucleotides fixes sur 
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le copoiymere augmcnte. Cette concentration n'est pas dftectee avec CJOD5 et CJOD6 oik 
seulement 1,6 et 2,4 oligonucleotides, respectivement, sont presents par mole de copoiymere. 

Meme avec ces derniers conjugues a y a un gain en sensibility par rapport a la 
detection sandwich directe. 

EXEMPLE 7 ; SYnthise et caractirisation des cnniufut s avec H** ^aaabgatel A fr ffTff 
(TA MVE : 

Definition du cemntvmir* A^MYE 

Le copoiymere AMVE employ6 est on copoiymere d'anhydride maleique et d'dther 
m&hylvinyliqne, commercialism par la soci6t6 Polyscience sons la reference 03102. Sa masse 
moleculaire est de 67000 et c'est un copoiymere alteme consume" dc 50 % de chacun des deux 
motifs monomfcrcs. 



PrOKKQlf! (tr CQUnlav* dfi* olionnueitntidex xur cnpn t vmkre AMVR 

25 nmoles ^oligonucleotide sont seches a revaporateur a centrifugation sous vide 
puis repris par 7 microlitres de tampon borate de sodium 0.1M, NaQ 0,5 M, pH 9.3. On ajoute 
ensuite a cette solution 143 microlitres de dimdthylsulfoxyde anhydre puis 10 microlitres de 
solution de copoiymere dans le dimtfthylsulfoxyde anhydre a la concentration de 15 g/1 pour les 
conjugues CJOE, CJOG, CJOI ou 5 g/1 pour les conjugues CIOF, CJOH, CJOL Apres 6h 
d'agitation a 37*C, on ajoute au mifieu ieactionnel 100 microlitres de tampon 
hydrogenocarbonate de sodium 100 mM pH 8.2 qu'on laisse reagir 30 minutes afin dTiydrolyser 
les sites du copoiymere eventuellement encore disponiblcs. Les solvants sont elimines a 
l'6vaparateur a centrifugation sous vide puis les conjugues sont repris par 200 microlitres d'eau 
distiUee et purifies par chromatographic haute performance sur one colonne Waters Ultra 
Hydrogel 500 en tampon phosphate 0,1 M, pH 6,8. 

Les resultats obtenus sont resumes dans le tableau 12 ci-dcssous : 



TABLEAU 12 



conjugu6 


nom d'usage de 


SEQE) 


rendement 


Tr 


concentration 


N 




I'oligonucleotide 


NO (a) 


(b) 


(c) 


(c) 




CJOE 


1844 


1 


34 


10.57 


132 


2 


CJOF 


1844 


1 


38 


9,88 


1,76 


7 


CJOG 


1854 


3 


59 


10,17 


2,74 


6 


CJOH 


1854 


3 


47 


9,90 


2.18 


14 


CJOI 


1843 


11 


52 


10,71 


1.98 


4 


CJOJ 


1843 


11 


30 


9.87 


1,39 


7 
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N represente le n ombre dtoligbnucleotides par chaine de copolymers. 



(a) ^oligonucleotide 1843 (SEQ ID NO 11) a pour sequence • 
SEQIDNOll: . 



CXjCTTTTTTG cacaacatgg gggatcatg. 



29 



Ces ohgonucleotides possedent a lenr extremitf 5' un bras aUphatique avcc une 
foncdon amine prepare" selon la raeuiode decrite dans WO 91/19812. 

(b) Le iendement de couplage, cateukS par l'imegration des pics en CPG, est le 
rapport, par CLHP. de la surface du pic du coajugu6 sur la somme des surfaces du pic du 
conjugu6 et de l'ohgonucleotide non couple\ n est donn6 en %. 

(c) Tr represente le temps de retention en CPG dans les conditions decrites dans 
fexemple 1. H est donn6 en minutes. 

(e) La concentration de 1* oligonucleotide est donnee en picomoles par microlitres, 
par spectromeuie U.V., en mesurant l'absorbance a 260 nm, connaissant le coefficient 
d extinction molaire de roKgonuclebtide a cette raeme longueur d'onde. 
EXEMPT .P. H r 

Des plaques de microtitration NUNC (Maxisorb) sow revetues par un anticorps 
monoclonal (reference bioMerieux, P3F11G9) and alphafocto proteine dilud a 10 
microgrammes>hiillffitre dans du tampon carbonate 0.05 M pH 9,7. L'incubation dure 
indifferemment sob 2 hemes a 37'C, soit 1 8 hemes a temperature ambiante, soit 56 hemes a la 
tempdrature de +4'C. L'exces de reactif est dlimin6 et les plaques sent lavees avec un tampon 
PBS-Tween. 100 microlitres d'une solution de caselne a un grammemtre sont ensuite deposes 
dans chaque puits et les plaques sont incubees une heure a 37*Q puis lavees comme 
pr6c6dcmmenL 50 microlitres de solution d'antigene alpha foeto proteine Bearing a diverses 
dilutions dans un tampon de PBS-Tween contenant 10 % de serum de cheval sont introduits dans 
les puits, puis on ajoute 50 microKtres d'une solution de conjugu6 oligonucleotide 1614 (SEQ ID 
NO 7), complementaire de la sequence du conjogu6 CJOG ou CJOH, coupl6 a 1* anticorps 
polyclonal and alphafoeto proteine (reference CH109-1981, BioMerieux). Ce conjngu6 est dUu£ 
dans un tampon PBS-Tween contenant 10 % de serum de cheval Apres une heure d«incubation a 
37'C et lavages au PBS Tween. on ajoute dans chaque puits 100 microlitres de solution de 
conjugue copplyinere-oligonucleotides dilu^S dans un tampon PEG. Apres une heure d'incubation 
a 37'C, puis lavages, on ajoute dans chaque puits 100 microlitres de solution en PEG de la sonde 
de detection : oligonucleotide 1841(SEQ ID N06) - peroxydase que Ton incube une heure a 
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3TC Apifcs lavage de Fexcfcs de rfactifs, on introduit r dans chaque puits 100 microlitxes dc 
solution de substrat OPD. Aprfes 7 minutes de r£v61adon & temp6iature ambiante, on bloque la 
reaction par 0,1 ml de solution normale d'acide sulfuriqiie (voir exemple 4 pour les details) 

Les plaques de rffdrence non amplifies sont rfatisfes de fa$on idendque en 
omettant 1'ltape do polym&xe. Les rfsultats obtenus sont reports dans le tableau 13 ci-dessous : 

TABLEAU 13 



Antigine AFP detection conjuguf conjugu6 





immunologique 








classique 






(ng/ml) 




CJOG 


CJOH 


0 


50 


44 


48 


0.5 


60 


71 


101 


1 


70 


151 


215 


2^ 


90 


530 


828 


5 


130 


1600 


2500 


10 


220 


2500 


2500 


25 


550 


2500 


2500 


50 


880 


2500 


2500 



L'eneur de mcsure est d'environ 10 %. 

Les valeurs obtenues correspondent aux unites de density optiquc mesin£es sur un 
AXIA MICROREADER (marque d£pos£e BioMtfrieux). 

La valeur 2500 correspond h la saturation du lecteur de microplaques. 

Get exemple montre une augmentation trfes forte de la sensibilitd avec 1'emploi d'un 
conjugud oligonucl6otide~AMVE comme intennfdiaire de detection. La concentration 6! AFP 
pour laquelle le rapport signal/bruit de fond est sup&ieur 4 2 est de 5 ng/ml pour la d6tection 
immunologique classique, de 0,5 ng/ml pour le conjugul CJOG et de 0,1 ngAnl pour CJOH. 
Cdmme dans I'exemple 6 pour le copolymire NVPNAS, le gain en sensibility est am61iarf en 
augmentam le ratio N nombre de moles ^oligonucleotide par mole de copolymftre. N est 6gal k 6 
pour CJOG et est 6gal & 14 pour CJOH. 
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Detection tfun fragment (facades nucldiques par protocole sandwich sur automate 
V1DAS en otilisant des oligonucleotides couples a des copolymers en detection et en capture. 
Comparaison (fun protocole 1 6tape et tfun protocole 2 Stapes. 

Une P.CR. est effectuee puis denaturee tel que decrit dans Texemple 2. 

Le protocole suivant est efiectnd automadquement sur rautomate VIDAS (matque 
dep>setMwnimexcialis6 par la soate BioMerieux SA-VTTEK). Les tapes smvantes sont 
realisees automatiquemenL 

La reaction est conduite dans un support conique appel* SPR ("Solid Phase 
Receptacle"), support conique realise- a partir tfun matenau vendu sous la denomination K 
resine, qui est un copolymere butadiene-sryrene, et commercialis6 par la somite* BioMeneux- 
Vitek (USA). Les divers reactifs sont disposes dans la barrette et les differentes tapes se 
deroulent dans le SPR qui fait office de pipette. La reaction dtybridation sandwich decrite dans 
le protocole ci-dessous se produit sur la paroi interne du cdne. 

Sur la surface interne do SPR, est fix< passivement le conjugud oligonucleotide 
1978-copolymere (CJOB, tableau 4). La concentration utilisee est de 0,15 nmole/ml 
d'oligonucleotides dans un volume de 300 microlitres tfune solution de PBS 4x (phosphate de 
sodium 200 mM pH 7.0, NaQ 600 mM). Apres une nuit a temperature ambiante ou deux hemes 
k 3TC * cSnes sont laves 2 fois par une solution de PBS Tween , puis seches sous vide. 

La barrette contient l'enscmble des reactifs necessaires a la dftection, dans des pints 
independants, e'est a dire: 

pmts 2 : 100 microlitres tfune solution a 0,015 nmoles/ml de conjngud CJOA (1844 
coupld au copolymere NVPNAS) dans un tampon PEG (phosphate de sodium 150 mM. NaQ 
450 mM, P H 7,0 + ADN de sperme de sanmon 0,14 mg/ml (Sigma D 9156) + 20 g/1 de PEG 
4000 (Merck 807490) + 6^5 g/l de tween 20 (Biorad 170-6531)). 

pints 3 : 200 microlitres tfune solution a 0,045 nmoles/ml dans le tampon PEG de la 
sonde de detection oligonucleotide 1841 -phosphatase alcaline. La sonde de detection est 
preparee comme decrit dans WO 91/19812. 

pmts 4 et 5 : 2 fois 600 microlitres de solution de lavage PBS Tween, 

puits 6: 300 microlitres de substrat MUP (m6thyl-4 ranbelliferyl phosphate) en 
solution dans un tampon di6thanolamine 

Dans le premier puits (puits 1) de la barrette, est depose" 200 microlitres de la 
solution de able (fragment PCR diluf) dans un tampon PEG. Apres incubation 45 minutes du 
cone par le melange, reconstitu6 dans le puits 2, de la cible (1 10 microlitres du puits 1), de la 
sonde de detection et du conjugutf copolymere-oligonucleotide pour ramplification (110 
microlitres du puits 3), le cdne est lav6 2 fois par une solution de PBS Tween. 250 microlitres de 
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substrat sont aspires dam le cdne pendant 15 minutes, puis relfiches dans one cuvette de lecture. 
L'appazeil mesure Je signal fluorescent exprimd en RFU (unites relatives de fluorescence) de la 
cuvette. 

En parallele, un protocole identique mais avec 2 incubations separees est realised La 
premiere incubation de 45 minutes comprend le fragment PCR neutralise" et roligonucleotide 
1844 couple 1 a un polymere NVPNAS. Apres lavage, la sonde de detection 1841 -phosphatase 
alcaline est incubee 45 minutes. 

Les lesultats sont representes dans le tableau 14. 

TABLEAU 14 

dilution du fragment PCR 2ETAPES 1ETAPE 

DTNCUBATION D'INCUBATION 

1/10 10060 8915 

1/100 2960 1575 

1/1 000 780 595 

1/10 000 470 495 

1/100000 355 360 

0 348 338 

Les niveaux de d6tection sont exprimes en RFU (unites relatives de fluorescence). 
L'eneur de mesure est d'environ 10 %. 

Le bruit de fond de l'essai est mesure en ne mettant pas de cible (essai 0). 

Get exemple montre que la bmite de detection est la meme dans les deux cas. D est 
done possible d'effectuer Tamplification de signal par le copolymere de detection sans rallonger 
les temps de manipulation et sans augmenter le bruit de fond en utilisant un protocole en 1 etepe. 
Cet exemple montre aussi qu'il est^ possible d'adapter ramplification de signal sur des systemes 
diflercnts de la microplaque et notamment sur un autre type de phase solide puisque la K resine 
qm compose le cone SPR est differente de ceUe de la microplaque qui est en polystyrene. 
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LTSTE pes SEQUENCES 



SEQIDNOl: 

TCATCCACCT GGCATTGGAC TGCCATAACC ATGAGTG 

longueur : 37 

type : acride nucl6ique 



configuration : lin6aire 
source : synthase chimique 

caract&istique additionnelle : bras alkylamine 1 rexn€mit6 5 f 
nom d'usage : 1844 

SEQIDN02: 

TACTCACCAG TCACAGAAAA GC 

longueur : 22 

type : acidc nucteique 

nombrc de biins : simple 

configuration : lindairc 

source : synthase thimique 

caract&istique additionnelle : bras alkylamine k l'exti€mit6 5* 
nom d'usage : 1978 

SEQIDN03: 

GATGAGCTAT ATGAGAACGG TA 
longueur : 22 

type : acide nucldique ^ 
nombrc de brins : simple 
configuration : linfaire 
source : synthase chimique 

caracuf ristiquc additionnelle : bras alkylamine k l f extrfmit£ 5* 
nom d'usage : 1854 



nombrc de brins : simple 
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SEQIDN04 : 
COCOGAAGOG TTTTC 
longueur : 15" 
type : adde nucleique 
nombre de brins : simple 
configuration : Hneaire 
source : synthese chimiqoe 
nom (fusage : TEM1 

SEQIDN05: 
CGGTATGGTT TGCTGCT 
longueur: 17 
type : acide nucleique 
nombre de brins : simple 
configuration : Iineaire 
source : synthese chimiqoe 
nom d'usage : TEM2 

SEQIDN06: 

GTCCAATGCC AGGTGGATGA 

longueur : 20 

type ; acide nucleique 

nombre de brins : simple 

configuration : Iineaire 

source : synthese chimique 

caracteristique additionnelle : bras alkylamine a l'extremit6 5' 
nom d'usage : 1841 

SEQ ID NO 7: 

TACCGTTCTC ATATAGC 
longueur : 17 
type : acide nucleique 
nombre de brins : simple 
configuration : Iineaire 
source : synthese chimique 

caracteristique additionneUe : bras alkylamine a Textremit* 5' 
nom d'usage : 1614 
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TCATCCACCT GGCATTGG AC 
longueur : 2Q 
type : acide nuclfique 
. nomfare de brins : simple 
configuration : lin£aire 
somce : synthase chimique 

caractdrisdqne adcfirionncllc : bras alky lamine & l'extrtfmit6 S* 
nom cfnsage : 12 

SEQIDN09: 

AAAAAAAAAA AAAAAA AAAA AAAAAAAAAA 

longueur : 30 

type : acide nucldiquc 

nombre de brins : simple 

configuration : linfaire 

source : synthase chimique 

nom cfnsage : 474 

SEQIDNO10: 

11 ii x in a i TTTTTTTTTT GTCCAATGCC AGGTGGATGA. 

longueur : 40 

type : acide nucldique 

nombre de brins : simple 

configuration : linfaire 

source : synthase chimique 

nom d'usage : 469 

SEQIDNOll: 

CGCTTTTTTG CACAACATGG GGGATCATG 

longueur : 29 

type : acide nucllique 

nombre de brins : simple 

configuration : lin£aire 

source : synthase chimique 

caract&istique additionnelle : bras alkylamine & I'extr6mit6 5' 
nom d'usage : 1843 
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REVENDICanCKS 



1. Necessaire pour la detection d'une sequence nuc^eotidique 
d'intexet, avec ampHfl rat-Inn de signal, ^T^mt au mine une sonde 
nucl&jtidique marquee avec un raceur, caracterise par le fait qu'il 



oontiait, dans des o o ntenpurs apprepries, un reactif ccnprenant 
essentlellement un copolynexe a squelette lineaire portant des substituants 
lataraux, dent la chains est constitute par un premier type de motifs 
repfititlfs et par au mains un autre type ds motifs repStitifs, dans lequel 
»»Si»une partie des motifs du premier type portent un substituant 
lattol comprenant une unite nucleotidique, un tel substituant lateral etant 
abeent les autoes types de motifs, cfaacune desdites unites 

nucleotidiques, toutes identiques, comprenant, au mains, une sequence 
nuclaotidique capable d'hybridation avec ladite sequence d'interet et une 
sequence nucleotidique capable d'hybridation avec ladit e sonde, 

ledit reactif contenant en moyenne plus de deux desdites 
unites nuclebtidiques, en equivalents molaires, par mole de polymers. 

2. Necessaire selon la revendication 1, caracterise par le 
fait que, dans une meme unite nucleotidique, lesdites sequences capables 
d'hybridation sent distinctes et nan chevauchantes, et que ladite sequence 
nucleotfdique capable d'hybridation avec la sonde, est alors une sequence 
chcisie aribdLtxaixonent* 

3. Necessaire selon la revendication l, caracterise par le 
fait que, dans une meme unite nucleotidique, l'une des dites sequences 
"Tab l e s d'hybridation est i^yriuse dans 1 'autre. 

4. Necessaire selon la revendication 3, caracterise par le 
fait que, dans une meme unite micleotidique, lesdites sequences capables 
d'hybridation sent confondues, et la sonde contient alors une sequence qui 
.est capable de s'hybrider avec la sequence compiementaire de ladite sequence 
d'interet. 

5. Necessaire selon l'une quelconque des revendications 
prtce^entes, caracterise par le fait que ledit reactif contient en moyenne 
de 3 a 100, et en particulier de 5 4 50 desdites unites nuclec*idiques, en 
Equivalents molaires par mole de copolymers. 

6. Necessaire selcn l'une quelconque des revendications 
precedences, caracterise par le fait que ledit copolymers est un 
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hipolym&TB. 

7. H fioBBsalr e salon 1'une qualcopque des re vepdlcatlflps 
pgpfefidentes, caract£ris6 par la fait qua ledit oopolymfera a un squelette 
linfiaire essentiellement carboofl, 

8. H Soessair a salon l'une qualoopque des revendications 
prfioSdentes, caractAdLsd par la fait que lesdits notifs r^pfititifs 
poppy * oarmgnfr da la nry»i ym6iH sation d # un premier Bcpari to s insafcup fl atvac au 
mollis un autre mopgnfere insaturd. 

9. NScessaire salon la revendicatian precedents, caract»£ris6 
par la fait que ledit premier noncnto e insaturS parte une fnryrHnn reactive 
capable de rtojir, sodLt directement, salt par I'intennSdiaixe d'un agent da 
oouplage hifonctinrmftl , avec un prficurseur de ladite units nucl6otidique 
pour f armer ledit substituant lateral. 

10. NScessaire salo n la revendicatian prScSdente caractfrisfi 
par le fait que ladite function reactive est cboisie j^ryni les f^Ty~H*>nq 
amine, inride, alriShy de, Agency, thiol, halogSnoalkyle ou adde carixixylique, 
I'adde caa \ x aylique Starrt ^rerrtnioi lement activS sous forme d'halog£aure 
d'acide, sous forme d'anhydride ou sous forme d' ester. 

11. NScessaire salon la revmiication prScSdente, caraetfeisg 
par le fait que ledit premier moncra&re est un dSrivS d'acide carbcosylique 
insaturS, - 

12. NScessaire salo n la retvepdicatian pr6c6dente, caractSrisS 
par le fait que ledit adde est choisi paxxni les aerifies acxylique, 
mfithacrylique et malSdque. 

13. NScessaire selon la rswnrii nation 11 ou 12, caract6rls6 
par le fait que ledit dfirivS est choisi pamri les anhydrides, les 
halogSnures d'acide et les esters. 

14. NScessaire selon l'une queloopque des revandicatioaas 8 & 
13, caractSrisS par le fait qua ledit autre manomfere est ^Trvj parmi la 
N^-viuyl pyrrolidine, le m#thylvicylether f l'Sthyl&ne, le propylene et le 
styrfene. 

15. ProcSdS de detection, avec jmpi4-Pjr»^<rin de signal, d'une 
sequence nuclSotidique d'intSrfit susceptihle d'etre iapchilis6e sur un 
support salide, dans lequel on utilise une sonde nuclSotidique de detection 
marquSe avec un traceur, caractSrisS par le fait que 1'an ajoute & un milieu 
liquide en contact avec ledit s upport solide, dans corditians permettant 
1 'hybridation : 
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tn rtactif tal qua dSfini dans l'rna quelcaagua das 
reveaadicatloos prtofiden tesi 

, - et la sonde da detection marqufie, 
puis an r€v&le selon les mSthodes uqy»n^g la presence 6ven tu a lle du 
traceur iarobilisfi sur le support solids. 

16. Broc6d£ selon la revexxiicatiaa ppfl o flden te # caract6ris6 par 
le fait qua l'cn ajoute la rSactif et la sonde ainultandnsnt, c'est-a-dire 
sans 6tape de lavage IxrtennSdiaixe. 

17. utilisation d'un x6ac±i± tal qua dfifini dans l'una 
queloonqua des xevendications 1 h 14, ccuna r6actif d'aiplificaticn da 
signal dans un pc oc6d6 de detection d'une sequence nud6otldiqua d'int&et. 
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